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 神経障害性疼痛下における睡眠障害発現のメカニズム：活性化前帯状回アストロサイト 
 の役割 
 
                                            D106 山下 哲 (Yamashita, Akira) 
 
論  文  内  容  の  要  旨  
 
緒言 痛みは人が生存していく中で必要不可欠な警告系であるが、慢性化すると痛みを提
供するだけの病体像そのものになってしまう。慢性疼痛患者は、不安障害や抑うつ状態、
さらには睡眠障害に陥りやすく、QOL の低下が引き起こされていることが、臨床におい
て数多く報告されている。痛みは、末梢から入力した疼痛情報が一次知覚神経を通り、脊
髄を介して、視床、大脳皮質へと伝達されることにより認知される。そのため、末梢から
の痛み刺激が上位中枢である脳の機能に影響を与えることで疼痛反応を複雑に修飾し、痛
みの慢性化ならびに情動障害、睡眠障害を惹起している可能性が考えられる。さらに、慢
性疼痛患者では睡眠薬の効力低下が引き起こされており、十分な睡眠が得られず不安障害
やうつ症状を悪化させることが臨床において深刻な問題となっている。一方、脳内  
γ-aminobutyric acid (GABA) 神経系は、基本的に抑制性の神経系であり、GABA 作動薬は
主として鎮静、抗痙攣、抗不安作用を有し、催眠薬として多く用いられている。前帯状回
領域は、GABA 神経やグルタミン酸神経など、様々な神経が投射しており、不安や不快
感といった感情の形成や処理などの情動に深く関与すると言われている。神経を取り巻く
グリア細胞、中でもその大部分を占めるアストロサイトは、神経ネットワークの重要性ば
かりが強調された従来の脳科学においては、単なる”膠”、つまりニューロンネットワーク
を構造的に支えるためだけの細胞と考えられていた。しかし近年では、その機能は再考さ
れ、神経伝達の制御に積極的に関わっていることが明らかとなってきた。アストロサイト
上には、GABA transporter の  1 つである  GABA transporter-3 (GAT-3) が発現しているこ
とが知られている。GAT-3 は、細胞間隙の  GABA を細胞内に取り込むことで  GABA の
分解に関与している。そこで本研究では、神経障害性疼痛に伴う脳機能変化、特に前帯状
回領域における  GABA 神経系の機能変化およびアストロサイトの機能変化と睡眠障害
の関連について検討した。  
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神経障害性疼痛下における前帯状回領域での  GABA 神経系機能低下に起因する睡眠障
害 まず、神経障害性疼痛モデルマウスにおいて、脳波・筋電図測定により睡眠障害が引
き起こされるか否かについて検討した。坐骨神経結紮  1 週および  4 週後では覚醒時間の
有意な増加ならびに  non-rapid eye movement (non-REM) 睡眠時間の減少が認められ、神経
障害性疼痛モデルマウスにおいても睡眠障害が引き起こされていることを明らかにした。
そこで次に、GAT-3 のタンパク質量について、坐骨神経結紮  1 日、3 日、7 日および  4 
週後の前帯状回領域において、western blot 法に従い経時的に検討を行った。坐骨神経結
紮  7 日後以降において非結紮群と比較し、GAT-3 タンパク質量の有意な増加が認められ
た。これまでに当教室において前帯状回領域のアストロサイトの活性化が痛みにより惹起
される情動障害に深く関与していることを明らかにしている。そこで、坐骨神経結紮  7 日
後の帯状回領域における  glial fibril lary acidic protein  (GFAP) 陽性アストロサイトの免
疫活性について検討を行ったところ、非結紮群と比較し樹状突起の伸展を伴う形態変化が
認められた。また、神経障害性疼痛下において、実際に細胞外  GABA 濃度が低下してい
るか否かを検討する目的で、坐骨神経結紮  7 日後に 4-aminopyridine を処置して引き起こ
される脱分極性刺激により遊離された前帯状回領域の細胞外  GABA 濃度を  in vivo 
microdialysis 法に従って測定した。その結果、坐骨神経結紮により、細胞外  GABA 濃度
の有意な減少が認められた。さらに、前帯状回領域に  GAT-3 inhibitor である  SNAP-5114 
を微量注入した際の脳波・筋電図を測定したところ、神経障害性疼痛下、SNAP-5114 を
微量注入した群において睡眠障害の改善が認められた。これらの結果より、神経障害性疼
痛下における睡眠障害発現は、前帯状回領域の  GAT-3 増加に起因する可能性が示唆され
た。また、神経障害性疼痛下における  midazolam および  zolpidem 誘発睡眠導入時間な
らびに睡眠時間を、正向反射消失時間の測定により検討したところ、坐骨神経結紮  1 週
および  4 週後において、両薬物誘発睡眠導入時間の延長および睡眠時間の有意な短縮が
認められた。次に、神経障害性疼痛下におけるこれらの薬物誘発睡眠時間を脳波・筋電図
測定により検討したところ、結紮群において非結紮群と比較して、覚醒時間の有意な増加
および  non-REM 睡眠時間の有意な減少が認められた。これらのことから、神経障害性疼
痛により、抑制性  GABA 神経系の伝達効率が低下し、内因性の  GABA を介して薬理作
用を示す  benzodiazepine 受容体作動薬の効果が低下た可能性が示唆された。こうした仮
説を裏付けるように、GABA 非依存的に効力を示す propofol および  pentobarbital を用い
て神経障害性疼痛下における睡眠導入時間および睡眠時間について検討を行ったところ、
両薬物による睡眠導入時間ならびに睡眠時間は、坐骨神経結紮による変化を示さなかった。 
前帯状回領域でのグルタミン酸遊離の増加に伴った  GABA 神経系機能低下 次に、脳内
における神経活動の変化を検討する目的で、functional magnetic resonance imaging (fMRI) 
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を用いて神経の活性変化の可視化を試みたところ、本神経障害性モデルマウスに熱負荷を
与えたところ、前帯状回領域において、神経活動の活性化の指標である  blood oxygenation 
level dependent (BOLD) シグナルの明瞭な増加が認められた。このような条件下、神経障
害性疼痛下の前帯状回領域におけるグルタミン酸遊離量を、in vivo microdialysis 法を用い
て検討した結果、坐骨神経結紮群において熱負荷を与えたところ、グルタミン酸遊離量の
著明な増加が認められた。さらに、神経障害性疼痛下において熱負荷を与えた際のアスト
ロサイトの形態変化を検討するために、抗  GFAP 抗体を用いて、免疫組織化学的染色を
行ったところ、GFAP 陽性活性化アストロサイトの樹状突起の伸展が認められた。続いて、
アストロサイトがグルタミン酸により直接応答するか否かを確認する目的で、初代培養ア
ストロサイトにグルタミン酸を加えた後、抗  GAT-3 抗体を用いて  GAT-3 の細胞内局在
を観察した。その結果、グルタミン酸処置により、細胞質から細胞膜上に移行した  GAT-3
が観察された。さらに、神経障害性疼痛下の前帯状回領域における  GABA 遊離量を、 in 
vivo microdialysis 法を用いて検討したところ、坐骨神経結紮群において熱負荷を与えた際
に  GABA 遊離量の持続的な低下が認められた。これらの結果より、神経障害性疼痛下に
おける熱負荷により誘発された前帯状回領域におけるグルタミン酸の過剰な遊離が、アス
トロサイト内の  GAT-3 の細胞膜移行を誘導して  GABA 伝達を低下させる可能性が示唆
された。  
オプトジェネティクス法を用いた前帯状回アストロサイトの活性制御と睡眠障害 最後
に、オプトジェネティクス法に従い、特異的に前帯状回アストロサイトを活性化した際の、
睡眠に対する影響を検討した。まず、光受容体  channelrhodopsin-2 (ChR2) 遺伝子と  loxp 
配列をコードし、cre 酵素存在下でのみ  ChR2 の発現が誘導されるように  FLEX システ
ムを組み込んだコンストラクトを導入したアデノ随伴ウイルス  (AAV-FLEX-ChR2) を作
製した。次に、GFAP 陽性細胞特異的に cre 組換え酵素を発現する  GFAP-cre トランスジ
ェニックマウス前帯状回領域に  AAV-FLEX-ChR2 を局所投与し感染させ、前帯状回アス
トロサイトにのみ  ChR2 を発現させた。その後、同じ領域に光ファイバーを留置するこ
とで、アストロサイトの活動を光照射によって制御可能とする系を確立した。このような
条件下、マウスの睡眠期である明期に、光照射により前帯状回アストロサイトを活性化し
た際の脳波・筋電図を測定した。その結果、覚醒時間の増加および  non-REM 睡眠時間の
減少が認められた。この結果は、神経障害性疼痛モデルマウスにおいて認められた覚醒時
間の増加や  non-REM 睡眠時間の減少といった睡眠障害様症状と類似した結果であった。 
結語 本研究の結果より、神経障害性疼痛モデルマウスにおいて、量的かつ質的睡眠障害
が引き起こされていることが明らかとなった。こうした病態下において、前帯状回領域で
は樹状突起の伸展を伴うアストロサイトの形態変化が引き起こされ、その樹状突起膜上に  
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GAT-3 の増加が認められた。また、脱分極性刺激により遊離された細胞外  GABA 濃度が
神経障害性疼痛モデルマウスにおいて有意に低下していることが、in vivo microdialysis 法
により示された。さらに、こうした睡眠障害が、GAT-3 inhibitor の前帯状回への処置によ
り改善することから、神経障害性疼痛に伴う睡眠障害は、帯状回領域におけるアストロサ
イト細胞膜上での  GAT-3 の増加による  GABA 取り込みの亢進、すなわち細胞間隙の  
GABA 濃度低下に基づいた抑制性の神経伝達効率の低下に起因することが示唆された。
一方、末梢からの持続的な疼痛刺激により、前帯状回領域においてグルタミン酸遊離量の
増加が引き起こされ、このグルタミン酸の過剰遊離が、GAT-3 の膜移行を促進する可能
性が示唆された。これらのことから、帯状回領域における  GABA 濃度低下は、末梢性神
経障害における持続的なグルタミン酸の遊離により誘導されている可能性が考えられる。
さらには、オプトジェネティクスを用いた実験により、前帯状回領域におけるアストロサ
イトの活性化は、睡眠障害を引き起こすことが証明された。以上の結果より、前帯状回領
域でのアストロサイト活性化は、神経障害性疼痛下における睡眠障害発現において重要な
役割を担っている可能性が示唆された。  
